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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

BAZI YENI HIDRAZON TUREVLERININ SENTEZi, KARAKTERIZASYONU
VE KARBONIK ANHIDRAZ VE KOLINESTERAZ ENZIiM INHIBISYON
AKTIVITELERININ INCELENMESI
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Damisman: Doc¢. Dr. Resit CAKMAK
ikinci Damisman: Prof. Dr. Murat SENTURK

2024, 55 Sayfa

Jiiri
Damisman: Dog¢. Dr. Resit CAKMAK
Prof. Dr. Mehmet BOGA
Dog¢. Dr. Selami ERCAN

Insan karbonik anhidraz I ve II izoenzimleri (hCA I ve Il) ve kolinesteraz enzimleri, yani
asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE), ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerle yakindan
iligkili 6nemli metabolik enzimlerdir. Bu ¢alismada, hidrazon ve siilfonat gruplari igeren bazi yeni hibrit
molekiillerin (2a-g) hCA I, hCA II, AChE ve BChE'ye karsi inhibisyon aktivitesini arastirdik. Hibrit
molekiillerin kimyasal yapilar1 elementel analiz ve bazi spektroskopik tekniklerle karakterize edildi. Test
edilen tiim hibrit bilesikler, hCA I'e kars1 30.4 ila 264.0 nM, hCA II'ye kars1 23.2 ila 251.6 nM, AChE'ye
kargi 12.1 ila 114.3 nM ve BChE'ye karst 76.4 ila 134.0 nM araliginda ICso degerleriyle diisiik nanomolar
inhibisyon gosterdi. Bu bilesikler, hCA 1 ve AChE'yi referans molekiiller olan asetazolamid (AZA) ve
neostigmin'den daha fazla inhibe etti. Test edilen bilesikler arasinda 2c ve 2e bilesiklerinin bu enzimlere
kars1 en iyi inhibitdr oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Hidrazon, karbonik anhidraz inhibitérii, kolinesteraz inhibitorii.
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Human carbonic anhydrase | and Il isoenzymes (hCA | and Il) and cholinesterase enzymes,
namely acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) are important metabolic enzymes
closely associated with various physiological and pathological processes. In this study, we investigated the
inhibitory action of some novel hybrid molecules containing hydrazone and sulfonate moieties, namely
novel hydrazone derivatives (2a-g) based on aryl sulfonate compounds (1a-g), against selected metabolic
enzymes including hCA I, hCA I, AChE and BChE. The chemical structures of hybrids were characterized
by elemental analysis and some spectroscopic techniques. All tested hybrid compounds showed low
nanomolar inhibition with IC50 values of in the range of 30.4 to 264.0 nM against hCA 1, 23.2 to 251.6 nM
against hCA 11, 12.1 to 114.3 nM against AChE, and 76.4 to 134.0 nM against BChE. These compounds
inhibited hCA | and AChE more than reference molecules acetazolamide (AZA) and neostigmine. Among
the tested compounds, compounds 2c and 2e were determined to be the best inhibitors against these
enzymes.

Keywords: Hydrazone, carbonic anhydrase inhibitor, cholinesterase inhibitor.
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1. GIRIS

Gliniimiizde kanser, glokom ve Alzheimer gibi bazi  hastaliklarin tedavi
siireclerinde kullanilan ilaglarin istenilen etkiyi gdstermemeleri ve ¢esitli yan etkiler
gostermeleri nedeniyle daha etkili ve yeni ilaclarin kesif ¢alismalar1 devam etmektedir.
Bu amagla, yeni hibrit molekiiller sentezlenmekte ve bu molekiillerin in vitro sartlarda
biyolojik aktiviteleri incelenerek yeni ilag adaylarinin belirlenmesine ¢alisilmaktadir
(Cmar ve ark., 2021; Basaran ve ark. 2022, Kamal1 ve ark. 2022; Cakmak ve ark. 2021).
Bu tez caligmasi, bu konuda devam eden arastirmalara katki sunmak amaciyla
gerceklestirilmistir.

Yeni inhibitorlerin sentezlenmesi amaciyla giiniimiizde organik kimyada ¢esitli
bilesik siniflar1 kullanilmaktadir. Hidrazon bilesikleri de bu bilesik siiflarindan birini
olusturmaktadir. Bu bilesikler, kendine 06zgii yapisal Ozellikleri ve genis biyolojik
aktiviteleri nedeniyle ila¢ kimyasinda biiyiik bir 6neme sahiptirler (Kamali1 ve ark. 2022;
Akocak ve ark. 2019; Quinn ve ark. 2003; Hajhashemi ve ark. 2010; Cakmak ve ark.
2022; Elassar ve ark. 2007; Dhainaut ve ark. 2000; El-Etrawy ve ark. 2021).

Bu tez caligmasinda, glokom ve Alzheimer gibi bazi hastaliklarin tedavi
stireglerinde kullanmak i¢in yeni ve giiclii metabolik enzim inhibitorlerini kesfetmek
amaciyla yeni hibrit molekiillerin (2a-g) sentezlenmesini ve hCA I, hCA IlI, AChE ve
BChE enzimlerine karsi inhibisyon potansiyellerinin incelenmesini amagladik. Bu
amagla, Sekil 1'de gosterilen biyolojik olarak aktif dort temel yapisal motifi (flor atomu,
metoksi grubu, aril siilfonat ve hidrazon kisimlari) igeren yeni hibrit molekiilleri
tasarladik ve basariyla sentezledik. Yeni molekiiller, daha dnce sentezlenen ve karakterize
edilen aril siilfonat esterlerin 4-florobenzoik hidrazit (4-FBH) ile reaksiyonuyla kolayca
sentezlendi. Yeni hibrit molekiiller, element analizi ve bazi spektral tekniklerle (FT-IR,
'H NMR ve 3C NMR) spektroskopik olarak karakterize edildi. Daha sonra, bu yeni
inhibitér adaylarinin bu metabolik enzimlere karsi aktiviteleri literatiirde bilinen
yontemlerle belirlendi. Bildigimiz kadariyla bu tez, hedef molekiillerin sentezi ve

biyolojik aktivitelerinin degerlendirilmesini igeren ilk ¢calismadir.
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Sekil 1.1. Yeni hibrit molekiillerin genel yapist



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Karbonik anhidraz enzimleri (hCAs, EC 4.2.1.1) okaryotik ve prokaryotik
hiicrelerde yaygin olarak bulunan enzimlerdir. Bu enzimler CO2'nin HCO3™ ve H"'ya
dontistimiinii katalize eden ¢inko igeren metalloenzimlerdir (Alterio ve ark., 2012; Boztas
ve ark., 2015; Cakmak ve ark., 2022; Basaran ve ark., 2022). Bu enzimler solunum, sivi
sekresyonu, asit/baz dengesi, c¢esitli doku ve organlarda -elektrolit sekresyonu,
kalsifikasyon, kemik rezorpsiyonu, CO2 ve bikarbonatin metabolize eden dokular ve
akcigerler arasinda tasinmasi gibi ¢esitli fizyolojik siireglerdeki islevleri yerine getirirler

(El-Malah ve ark., 2023; Gokcen ve ark., 2016).

Karbonik anhidraz gen ailesi a, B, v, 0, {, | ve 0 isimli yedi iyeden olusur (Cakmak
ve ark., 2022; Gokcen ve ark., 2016; Perfetto ve ark., 2017). Bir¢cok organizmada, birden
fazla gen ailesi olmasina ragmen insan karbonik anhidrazi yalnizca a-CA gen ailesi
tarafindan kodlanir (Koksal ve ark., 2019). Bugiine kadar bu enzimlerin memelilerde
tanimlanmis on alt1 farkli izoenzimi belirlenmistir (Cakmak ve ark., 2022; Basaran ve
ark., 2022; Gokcen ve ark., 2016; Koksal ve ark., 2019). Bu enzimler arasinda en yaygin
olani olan hCA 1II genel olarak ¢ok sayida farkli metabolik siiregte yer almaktadir. Bu
enzimlerden bir digeri olan hCA I eritrositlerde hCA II'den bes ila alt1 kat daha fazla
miktarda olsa da, hCA II'nin spesifik aktivitesi ¢ok daha fazladir ve ayni kosullar altinda
ikisinin toplam CO> hidrataz aktivitesine katkis1 yaklasik olarak esittir (Sundaram ve ark.,
1986). hCA | ve hCA 1l bugiine kadar tizerinde en ¢ok arastirma yapilan izoenzimlerdir
(Koksal ve ark., 2019). Ote yandan, bu enzimlerin ¢ok sayida hastalikla iliskili oldugunu
gosteren c¢alismalar yayimlanmistir. Bircok ¢alismada, bu enzimlerin inhibitorlerinin
glokom, kanser, obezite, osteoporoz ve epilepsi gibi bir dizi bozuklugun tedavisi igin
inhibe edici/aktive edici potansiyele sahip 6nemli terap6tik hedefler oldugunu bildirmistir
(Cakmak ve ark., 2022; Basaran ve ark., 2022; Mohamed ve ark., 2017; Ozil ve ark.,
2019).

Alzheimer hastaligi, beynin hipokampus ve korteks bolgelerinde geri doniisiimsiiz
noron kaybiyla ortaya ¢ikan, geri doniisii olmayan ve ilerleyici norodejeneratif bir
hastaliktir. Yas ilerledik¢e hastaligin prevalansi ve sikligi artmaktadir (Esmer ve ark.,
2022; Kamali ve ark., 2022; Parlar ve ark., 2023; Cosar ve ark., 2023). Serebral
korteksteki kolinerjik hasar, bu hastalikta gelisen biligsel ve davranigsal bozukluklara
neden olur (Geula ve Mesulam, 1989; Orta-Salazar ve ark., 2014). Alzheimer hastaliginin



semptomlar1 hafiza kaybi, konusma, karar verme, diisiinme ve yorumlama giicliikleri,
kisilik ve davranis bozukluklar ile karakterizedir (Irish ve Piolino, 2016; Edvardsson ve
ark., 2008). Hastaligin nedeni heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte yapilan
arastirmalar, ailede Alzheimer Gykiisii olanlarda bu hastaliga yakalanma riskinin biraz
daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur (Katzman ve Saitoh, 1991; . Chun ve ark., 1994;
Dezonne ve ark., 2023). Diger hastaliklara kiyasla son yillarda {izerinde en ¢ok arastirma
yapilan hastaliklardan biri olmasina ragmen, hastaligt 6nlemenin yollari, kesin tani
testleri veya etkili bir tedavisi heniiz bulunamamustir (Li ve ark., 2023; Tzioras ve ark.,
2023). Hastaligin patolojisi incelendiginde, beyindeki néron hiicrelerinde, hiperfosforile
tau proteinlerinden kaynaklanan hiicre i¢i norofibriler aglarda ve hiicre dist amiloid B-
peptid agregatlarinda bozulmalar oldugu goriilmektedir (Jaberi ve Fahnestock, 2023;
Penke ve ark., 2023). Hastaligin olusumunun biyolojik mekanizmasinin son derece
karmagik olmasi ve hastaligin néropatolojisinde bir¢ok faktoriin yer almasi, hastaligin
olusumunu Onlemek, hastaligin seyrini yavaglatmak ve tedavi etmek igin farkli
stratejilerin kullanilmasini gerektirmektedir (Devi ve ark., 2023; Trejo-Lopez ve ark.,
2022). Hastaligin tedavisinde genel yaklasim amiloid B-peptid kaynakli plak olusumunu
onlemek olsa da kolinesteraz inhibitorleri son yillarda siklikla kullanilan tedavi
stratejilerinden biridir (Cakmak ve ark., 2022; Basaran ve ark., 2022, Esmer ve ark., 2022;
parlar ve ark., 2023; Valls-Comamala ve ark., 2017; Doraiswamy, 2002). Klinik
caligmalar, kolinesteraz inhibitorlerinin hastaligin tedavisinde kullanimmin palyatif
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, ¢alismalar siklikla hem amiloid plak olusumunu
bozan hem de kolinesteraz inhibitér davranisi sergileyen cift yonlii etkili inhibitorlerin

gelistirilmesine odaklanmaktadir (Musial ve ark., 2007; Villarroya ve ark., 2004).

Stilfonamit grubu tasiyan bilesikler ¢inko baglama 6zellikleri nedeniyle karbonik
anhidraz enzimlerinin inhibisyonu i¢in kullanilan en 6nemli ve en etkili bilesik sinifidir
(Koksal ve ark., 2019; Kiligaslan ve ark., 2016; Ggoer ve ark. 2017). Siilfonamitlerin,
1954'ten bu yana klinik tipta kullanilan gii¢lii karbonik anhidraz inhibitorleri oldugu
bilinmektedir (Durgun ve ark., 2015). Siilfonamit bazli karbonik anhidraz inhibitorleri
klinik olarak glokom, epilepsi, kanser, obezite ve iilserleri tedavi etmek igin
kullanilmaktadir (K&ksal ve ark., 2019). Ote yandan, farkli bilesik siniflarina ait olan ve
muhtemelen tibbi kimyanin ilgisini ¢eken hCAs icin secicilik gosteren siilfonamit
olmayan karbonik anhidraz inhibitorleri lizerinde arastirmalar da devam etmektedir(Isik
ve ark., 2015).



Glinlimiizde, yeni ve giiclii biyoaktif molekiillerin tasariminda ve sentezinde
kullanilan organik bilesik siniflarindan  biri  hidrazon tiirevleridir. ~ Siibstitiie
hidrazin/hidrazidler ile aldehit ve keton gibi karbonil bilesiklerin kondensasyon
reaksiyonu ile sentezlenen bu bilesikler, a-amilaz (Duhan ve ark., 2022), antikanser
(Cakmak ve ark., 2022; Zhang ve ark., 20212), antimikrobiyal (Popiotek ve ark., 2018),
analjezik, antiinflamatuar ve antiplatelet (Todeschini ve ark., 1998), antioksidan (Basaran
ve ark., 2022) dahil genis bir spektrumda cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Ote
yandan, bugiine kadar sentezlenen bazi hidrazon tiirevleri klinik uygulamalarda ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde ilag olarak kullanildiklar: bilinmektedir. Bunlara; Gyromitrin,
hipertansif olarak Dihidralazin ve oral nitrofuran antibiyotik olarak Nifuroksazid 6rnek
verilebilir (Cakmak ve ark., 2022). Ayrica, son zamanlarda bu bilesiklerin karbonik
anhidraz ve kolinesteraz inhibitorleri olarak sentezlendigi ve bu enzimler tizerindeki
inhibisyon aktivitelerinin incelendigi bir¢ok calisma yapilmistir (Esmer ve ark., 2022;
Dizdaroglu ve ark., 2020; Cavdar ve ark., 2019; Demirci ve ark., 2023; Tirkoglu ve ark.,
2017).

Tibbi kimyada onemli biyolojik ve farmakolojik aktiviteler sergileyen flor
bilesikleri farmasoétik arastirmalarda rutin olarak sentezlenmektedir. Gliniimiizde, g¢esitli
hastaliklarin tedavi siireglerinde kullanilan birgok ilag flor icerir (Scheibelberger ve ark.,
2023; Pietru$ ve ark., 2023). Ornegin, ilk kez 1957'de sentezlenen 5-florourasil en eski
sentetik florlu ilaglardan biridir (Heidelberger ve ark., 1957). Bu ilag, timidilat sentazi
inhibe ederek yiiksek antikanser aktivite gosterir. Ayrica, fluoksetin (antidepresan),
faslodeks (antikanser), fluritromisin (antibakteriyel) ve efavirenz (antiviral) flor iceren
ilaglara o6rnek olarak verilebilir (Sekil 2) (Purser ve ark., 2008; Khera ve ark., 2010).
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Sekil 2.1. Fluoksetin ve Efavirenz’in molekiiler yapilari



Ote yandan, organik sentezlerde faydali ara maddeler olan bilinen aril siilfonat
bilesikleri, ilag kimyasinda anti-kanser, antikolinesteraz ve anti-karbonik anhidraz
aktiviteleri gibi 6nemli biyolojik o6zelliklere sahip bilesiklerdir (Esmer ve ark., 2022;
Kamali ve ark., 2022; Basaran ve ark., 2022; Cakmak, 2022; Basaran, 2023; Yan ve
Muller, 2004; Zuse ve ark., 2007). Ayrica, yapilan ¢alismalarda, metoksi grubuna sahip
bilesiklerin onemli bazi biyolojik aktiviteler gosterdikleri belirtilmistir. Bazi
calismalarda, metoksi grubunun bilesiklerin aktivitesine 6nemli Katkida bulundugu ifade
edilmistir (Metwally, ve ark., 2013; Mathew ve ark., 2015).



3. MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Hedef bilesiklerin sentezi ¢aligmalarinda kullanilan kimyasallar analitik safliga
sahip olup ek bir saflastirma islemi yapilmadan kullanilmistir. Bu kimyasallar, bu alanda
faaliyet gOsteren ticari firmalarin Tirkiye temsilcilerinden tedarik edilmistir. Bu
calismada, aril siilfonat esterlerinin sentezinde baslangic maddeleri olarak; 4-
metoksibenzensiilfonil kloriir (M210204: Sigma-Aldrich), 2-hidroksibenzaldehit
(5356:Aldrich), 3-hidroksibenzaldehit (Al13541:Alfa Aesar), 4-hidroksibenzaldehit
(144088:Aldrich), 2-hidroksi-4-metoksibenzaldehit (160695:Aldrich), 4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehit ~ (143685:Sigma-Aldrich),  4-dietilamino-2-hidroksibenzaldehit
(225681:Aldrich) ve 2-hidroksinaftaldehit (H45353:Aldrich) kullanilmistir. Hedef
bilesiklerin sentezinde, 4-FBH (536334:Sigma-Aldrich) kullanilmistir.  Sentez
asamasinda, etil asetat (270989:Sigma-Aldrich), hekzan (139386: Sigma-Aldrich),
diklorometan  (914.014:isolab), trietilamin  (8.08352:Sigma-Aldrich), metanol
(1.06007:Merck), etanol (920.026:isolab), petrol eteri (1.01775:Merck), dietil eter
(1.06050:Merck), kloroform (102445:Supelco), dimetilsiilfoksit (D5879:Sigma-Aldrich)
ve magnezyum siilfat (208094:Sigma-Aldrich) kullanilmigtir. Ayrica, hCA |
(C6653:Supelco), hCA 11 (C6165:Sigma-Aldrich), AChE (C3389:Sigma-Aldrich) ve
BChE (C1057:Sigma-Aldrich:) enzimleri ticari firmalarin Tiirkiye temsilcisinden tedarik
edilmistir. Enzim inhibisiyon ¢alismalarinda, sodyum hidroksit (221465:Sigma-Aldrich),
Tris (T2694: Sigma-Aldrich), sodyum kloriir (S9625:Sigma-Aldrich), sodyum asetat
trihidrat  (236500: Sigma-Aldrich), hidroklorik asit (320331: Sigma-Aldrich),
asetiltiyokolin iyodiir (A5751: Sigma-Aldrich), Potasyum fosfat monobazik (KH2POs)
(P5379: Sigma-Aldrich), butiriltyokolin iyodiir (B3253: Sigma-Aldrich), aseton (179124:
Sigma-Aldrich), p-nitrofenil asetat (N8130: Sigma-Aldrich) ve 5,5-Ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) (D8130: Sigma-Aldrich) kullanilmistir.

3.1.2. Ince Tabaka Kromatografisi ile Reaksiyon Takibi

Sentez ¢alismalarinda, reaksiyon siireleri ve elde edilen maddelerin safliklarinin

belirlenmesi amaciyla Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) kullanilmistir. Adsorban olarak



25 mm kalinliginda 20x20 c¢cm boyutlarinda hazir aliiminyum plaklar kullanildi. Yeni
sentezlenen molekiillerin kromatografik kontrollerinde yiiriitme ortami olarak; etil

asetat/hekzan (2:1) ¢6zeltisi kullanilda.

3.1.3. Kullanilan Cihazlar ve Yapilan Analizler

Hedef molekiillerin sentezi ve karakterizasyon ¢alismalarinda asagidaki cihazlar
kullantlmistir.

Sentezlenen tiim molekiillerin erime noktalar1, Barnstead IA9100 Elektrotermal
Dijital Erime Noktasi cihazi kullanilarak belirlendi. Element analizleri (C, H ve N),
Thermo Scientific Flash 2000 element analiz cihazi kullanilarak yapildi. NMR
spektrumlari, sirasiyla 400 MHz ve 100 MHz'de solvent olarak DMSO-ds kullanilarak
Bruker Avance III 400 MHz spektrometre cihaziyla alindi. FT-IR spektrumlari, ATR'li
Agilent Cary 630 FTIR spektrofotometresiyle alindi.

Enzim inhibisyon caligsmalarinda kullanilan alet ve cihazlar asagida belirtilmistir.

Sogutmali santrifij ~ : Thermo SL16R

Spektrofotometre : Shimatzu 2800

pH metre : Schott pH-Meter CG840
Peristaltik pompa : Gilgon miniplus3
Hassas terazi : Ohaus PA214C
Otomatik pipet : Thermo scientific

Magnetik karistirict  : Stuart SB162

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF
Buzdolaplari : Argelik
Derin dondurucu . Argelik Freezer (-20°C’ye kadar)



3.2. Metotlar

3.2.1. Aril Siilfonat Bilesiklerin Sentezi icin Genel Prosediir

Aril siilfonatlar1 (1a-g) sentezlemek icin asagida agiklanan prosediir, kullanilan
fenolik aldehitler ve 4-metoksibenzensiilfonil kloriir arasindaki tiim reaksiyonlar igin
aynidir. Bu kisimda, 4-hidroksibenzaldehitin, 4-metoksibenzensiilfonil kloriir ile
reaksiyonuyla bilesik 1c’nin sentezlenmesi 6rnek olarak kisaca verilmistir (Basaran ve
ark., 2022; Kamali ve ark., 2022). 10 mL diklormetan igindeki 4-hidroksibenzaldehit (2.3
mmol) ve trietilamin (4.6 mmol) karisimi, oda sicakliginda 30 dakika karistirildi. Bu
soliisyona, 10 mL diklormetan i¢indeki 4-metoksibenzensiilfonil kloriir (2.3 mmol)
¢ozeltisi damla damla eklendi. Daha sonra, olusan reaksiyon karisimi, yaklasik 5 saat
refliiks edildi. Reaksiyonun tamamlanmas1 ITK ile izlendi. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra, reaksiyon karigimi oda sicakligina kadar sogutuldu ve ardindan iki kez 2 M HCI
ile ekstrakte edildi. Organik fazlar, susuz sodyum siilfat iizerinde kurutuldu, siiziildii ve
daha sonra solvent oda sicakliginda yavasc¢a buharlagtirildi. Son olarak, ham iiriin birkag

kez etanol ile kristallestirilerek saflagtirildu.

3.2.2. Hidrazon Bilesiklerin Sentezi i¢in Genel Prosediir

Hedef hidrazon bilesiklerinin (2a-g) sentezlenmesi i¢in asagida agiklanan
prosediir, aril stilfonatlar (1a-g) ve 4-FBH arasindaki tiim reaksiyonlar i¢in aynidir (Esmer
ve ark., 2022). Burada, bilesik 1c’nin 4-FBH ile reaksiyona girerek bilesik 2C’yi
sentezlenmesi 6rnek olarak verilmistir. Kisaca, 10 mL etanol i¢indeki bilesik 1¢ (2 mmol)
ve 4-FBH (2 mmol) karisimi 5 saat refliiks edildi. Reaksiyonun tamamlanmasi ITK ile
izlendi. Daha sonra reaksiyon karisimi, oda sicakligina kadar sogutuldu. Olusan ham iiriin

stiziildii, petrol eteri ile iyice yikandi ve etanol ile kristallendirildi.

3.2.3. Kolinesteraz Enzimlerinin inhibisyon Cahismalar
3.2.3.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cozeltiler hazirlanirken saf su, deionize su ve steril su kullanildi.
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» 0.1 M Tris-HCI, pH = 8.0 (AChE aktivite 6l¢limii igin)
Hazirlamisi: 12.11 g Tris 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N’lik HCl ile pH’s1 8.0’e
ayarlandikten sonra distile su hacim 1 litreye tamamlandi.
» 0.1 M KH2PO4 (pH=7.8) (BChE aktivite 6l¢iimii i¢in)
Hazirlamisi: 0.68 g KH2PO4 85 mL distile suda ¢oziildii, 1 N’lik HCI ile pH=7.8"¢
ayarlandi ve hacim 100 mL’ye tamamlandi.
» 2 mM asetiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisi
Hazirlanisi: 5.96 mg asetiltiyokolin iyodiir 10 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi.
» 2 mM S-butiriltiyokolin iyodiir ¢ozeltisi
Hazirlamisi: 6.34 mg S-butiriltiyokolin iyodiir 10 mL saf suda ¢6ziilerek hazirlandi.
» 2 mM DTNB ¢ozeltisi
Hazirlamisi: 7.73 mg DTNB 10 mL 0.1 M KH2PO4 (pH=7,8) tamponunda ¢oziilerek

hazirlandi.
3.2.3.2. Kolinesteraz Enzimlerinin inhibisyon Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu esteraz enzimlerinin aktiviteleri Ellman yontemi kullanilarak 412 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Bu yonteme gore, asetiltiyokolin substrat
olarak kullanildi.

Genel prosediir:: Asetiltiyokolin/Butiriltiokolin, bu enzimler tarafindan hidroliz edilerek
tiyokoline doniisiir, daha sonra ortamda olusan tiyokolin ise Ellman reaktifi DTNB ile
tepkimeye girerek 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit bilesigini olusturur. Bu bilesigin 412 nm de
maksimum absorbans vermesi sonucu AChE ve BChE enzimlerinin tepkime hizlar1 ve
aktiviteleri olgiilebilmektedir (Ellman ve ark., 1961). Reaksiyon ortami toplam kuyu
hacmi 300 pL olacak sekilde mikroplaka igerigi hazirlandi. Her bir kuyuya AChE igin:
120 pL tampon ¢ozelti, 30 uL DTNB, 30 pL asetiltiyokolin, 10 pL. AChE, 0-30 pL
araliginda inhibitor ¢ozeltisi ve toplam hacmi 300 pL yapacak sekilde degisen oralarda
saf su eklenerek alt1 dakika siire ile 6l¢tim yapildi. BChE igin: 120 uL tampon ¢ozelti, 30
pL DTNB, 30 uL butiriltiokolin, 10 pLL BChE, 0-30 pL aralifinda inhibitor ¢ozeltisi ve
toplam hacmi 300 pL yapacak sekilde degisen oralarda saf su eklenerek alt1 dakika siire
ile 6l¢iim yapildu.

AChHE / BChE enzimlerinin enzim iinitesi degeri hesaplanirken kullanilan formiil;

10



11

t VE 13,6

Enzim tiinitesi hesaplama formiiliindeki semboller asagida verilmistir.

EU/mL : 1 mL ¢ozeltide bulunan enzim iinitesi degeri
AOD : Zamana gore absorbans farki degisimi

T : Zaman (dk)

13.6 : DTNB i¢in ekstinksiyon katsayisi

V1 : Toplam hacim (mL)

Ve : Kiivete katilan enzim miktar1 (mL)

Inhibitérler i¢in ICso degerlerinin belirlenmesine ait ¢calismalar asagida verilmistir.

Sentezlenen yeni molekiiller i¢in farkli inhibitdr konsantrasyonlarinda aktiviteleri
ol¢giilerek % aktivite - [I] olarak grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden ICsp degerleri

hesaplanda.

3.2.4. Insan Karbonik Anhidraz Enzimlerinin inhibisyon Cahsmalar:

3.2.4.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

» 3 mM p-nitrofenil asetat (PNFA) substrat ¢ozeltisi
Hazirlamisi: 14 mg PNFA 1 mL asetonda ¢6ziildii. Daha sonra, bu ¢ozeltiye 24 mL
ultra saf su ilave edildi. ve manyetik bar brakilan 50 mL bir behere aseton igerisinde

coziilen PNFA azar azar ve yavasga ilave edilir.
3.2.4.2. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin inhibisyon Aktivitesinin Belirlenmesi

hCA I ve hCA II enzimleri {izerinde yeni molekiillerin inhibisyon aktivitesi
Verpoorte metoduna gore olgiildii (Verpoorte ve ark., 1967). Bu metod, karbonik
anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir. Karbonik anhidraz,
substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati 348 nm’de absorbans veren p-nitrofenolat
veya p-nitrofenol’e hidrolize eder (¢ 348=5x10° M "t cm1). Esteraz aktivitesi prosediirii,
Lineweavere Burk prosediirii ile inhibitér ajanlarin belirlenmesi ic¢in kullanild:

(Lineweaver ve Burk, 1934). Karbonik anhidraz enzimlerinin aktivitesi (%)'ye karsi
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inhibitér konsantrasyon ve 1/V'ye kars1 1/[S] grafikler ¢izildi (Shirinzadeh ve Dilek,
2020).

Hedef bilesiklerin sentezi Batman Universitesi, Kimya ve Kimyasal Isleme
Teknolojileri boliimiine ait laboratuvarda Dog¢. Dr. Resit CAKMAK goézetiminde
yapilirken, biyolojik aktivite ¢alismalar1 Agr1 ibrahim Cecen Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali’na ait laboratuvarda Prof. Dr. Murat SENTURK

gbzetiminde yapildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Sentez ve Karakterizasyon

Yeni metabolik enzim inhibitorleri kesfetme calismalarimizin bir pargasi olarak,
burada ilk kez iki basamakta iyi verimle bazi yeni hidrazon bilesiklerini sentezledik
(Basan ve ark., 2022, Esmer ve ark., 2022; Kamal1 ve ark., 2022). Yapisinda aril siilfonil
grubu tasiyan bu hedef bilesiklerin sentezi, Sekil 4.1°de gosterildi. Yeni inhibitorlerin
sentezine yonelik yaklagimimiz, yapisinda biyolojik olarak aktif atom veya gruplarin yer
aldig1 yeni hibrit molekiiller sentezlenmesidir. Hedef molekiillerin sentezlenmesi igin ilk
basamakta yedi aril siilfonat esteri (1a-g) sentezlendi. Bu bilesikler, yedi fenolik aldehidin
4-metoksibenzensiilfonil kloriir reaksiyonuyla hazirlandi. Daha sonra, hazirlanan bu
stilffonat bilesiklerinin 4-FBH reaksiyonuyla yeni hidrazon bilesikleri (2a-g) elde edildi.
Yeni sentezlenen hibrit molekiiller kat1 halde elde edildi ve yapilarinin aydinlatilmasinda
elemental analizi, FT-IR, 'H NMR ve ¥C NMR spektroskopisi  kullanilmistir.
Karakterizasyon verileri incelendiginde karakterizasyon verilerinin molekiil yapilariyla
uyumlu oldugu belirlendi.

Ote yandan, hedef molekiillerin hazirlanmasinda kullanilan aril siilfonatlar (1a-g)
daha onceki bir ¢alismamizda sentezlenmis ve karakterize edilmistir (Basaran ve ark.,

2022).

13



14

CHO
0. 0 (FHO 00 /1\ )
" G nol ™ _TEA DM ArSoL Y
- - - NAL .
So N2 \/\é\' reflux \O/\/ \/\R "
(1a-g)
o 0o CHO o A o
DS ‘s’ N EtOH A NN
X0 e H $=0
AN " I | o reflux AZ }
F No NP F \/ \
(1a-g) (2a-g) .
)
/
\o (\‘ O oso\/\ o
A NN (Lo Y o Y% (Ll u )
NS QS‘O "S‘O/\V\;N‘N)\/\, \0/\/‘ A2 n/\/\
1‘/\( o © " ‘\/\ A
No A (2b, 77%) F (2¢, 74%)
(2a, 73%)
o/
| N
! o
(o] /Yo ) o N N\ )\/\
1 | - g HN R
A vN\/“\/ \/ | N\/Q/ | ' | |
TN 0:8:0 NN Y N KA
FANS 50 A0 NP -0 PP P
i/\l/ ° 0 - e 3 ; 65\'/\\
0N YT ~or N Aor
2d, 72% ANZ
( ) F (2e, 79%) (21, 68%) (29, 71%)

Sekil 4.1. Yeni hidrazon bilesiklerinin sentezi

Bu calisma kapsaminda ilk defa sentezlenen tiim bilesiklerin *H NMR
spektrumlar1 400 MHz ayirma giiciine sahip cihazla ve c¢oziicii olarak DMSO-ds
kullanilarak alinmistir. Hedef bilesiklerin (2a-g) 'H NMR spektrumlarinda azometin
protonu (-CH=N-) en belirgin 6zelligi sergileyerek hidrazon yapisinin varligina isaret
etmektedir. Azometin protonlari, 8.35 ila 8.73 ppm araliginda belirgin bir tekli sinyal
sergiledi. Aromatik protonlar 6.00 ila 9.24 ppm araliginda rezonans sergiledi. Ilgili
hidrazon bilesigi 2f'nin metil ve metilen protonlar sirasiyla 1.00 ppm ve 3.25 ppm'de
rezonansa girdi. Metoksi gruplarinin yapilarina dahil edilmesiyle karakterize edilen (2a-
) bilesiklerin alifatik protonlari, 3.56-3.88 ppm'de tekli olarak rezonansa girdi.

Yeni sentezlenen bilesiklerin *C NMR spektrumlar1 100 MHz ayirma giiciine
sahip NMR cihaziyla ve ¢6ziicli olarak DMSO-ds kullanilarak kaydedilmistir. Yeni
sentezlenen molekiillerin (2a-g) 3C NMR spektrumlari, C=0’nun karbon sinyali igin
162.04 ila 162.65 ppm araliginda belirgin bir zirve ortaya ¢ikardi. Azometin karbon
zirvesinin tanimlanmasi, arzu edilen bilesiklerin yapilarinin belirlenmesinde en belirgin
ozelliktir. CH=N’nin karbon rezonans zirvesi 147.69-153.19 ppm arasinda tespit edildi.
Aromatik karbonlar i¢in gézlemlenen rezonans sinyalleri 104.19-166.00 ppm araliginda

oldugu belirlendi. Bilesik 2f'deki metil ve metilen karbonlar sirasiyla 12.64 ve 44.33
14
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ppm'de gozlendi. Yapisinda metoksi grubu tasiyan bu bilesiklerdeki karbon sinyali
56.14-56.41 ppm'de tespit edildi.

Yeni sentezlenen tiim bilesiklerin (2a-g), 400-4000 cm™ araliginda sahip FT-
IR/ATR cihaz1 yardimiyla FT-IR spektrumlari alinarak yapilarindaki fonksiyonel
gruplarin gerilme titresim bantlart tespit edildi. Bilesiklerin FT-IR spektrumlari,
yapilarindaki NH gerilme bandinin konumunun, molekiil i¢i ve molekiiller arasi hidrojen
bag1 etkilesimlerinin yogunluguna bagli olarak degisen davranislar sergileyebilecegini
gostermistir. Bu agidan bakildiginda NH gerilme bantlarinin 3195-3358 cm ™ araliginda
oldugu goriilmistiir. Bu bilesiklerin en belirgin 6zelligi C=0 baginin gerilme bandiydi.
Yukarida ad1 gegen bu bilesikler, C=O gerilme bantlarma karsilik gelen 1640-1683 cm™
araliginda oldukg¢a tanimlanmis tepe noktalar sergiledi. Yapi igerisindeki C=N gerilme
bantlarmin titresimleri 1594-1607 cm™ spektral arahiginda gozlenmistir. Ayrica, SO
gruplarinin hem asimetrik hem de simetrik gerilme bantlarinin sirasiyla 1340-1374 ve

1147-1169 cm Y de yer aldig1 gozlendi.

4.2. Yeni Sentezlenen Molekiiller ve Analiz Sonuclari

4.2.1. 2-((2-(4-Florobenzoil)hidrazono)metil)fenil 4-metoksibenzensiilfonat (2a)

Sekil 3.2. Bilesik 2a’nin kimyasal yapisi

4-FBH (2 mmol) ve 2-formilfenil 4-metoksibenzensiilfonat (la) (2 mmol)
reaksiyonu, beyaz bir kati halinde %73 verimle bilesik 2a'y1 verdi (E.n.:184-185°C)
(Sekil 4.2).
FT-IR (cm™, vmax): 3221 (N-H), 3067 (C-H), 1652 (C=0), 1595 (C=N), 1374 and 1169
(SO2). (Sekil 4.3).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 6 11.91 (s, 1H, -CONH), 8.44 (s, 1H, -CH=N),
8.04 — 7.98 (m, 2H, aromatik protonlar), 7.90 (d, J = 7.4 Hz, 1H, aromatik proton), 7.76
(d, J = 8.9 Hz, 2H, aromatik protonlar), 7.50 — 7.46 (m, 1H, aromatik proton), 7.42 (d, J
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= 8.4 Hz, 3H, aromatik protonlar), 7.12 (d, J = 9.0 Hz, 3H, aromatik protonlar), 3.78 (s,
3H, OCHa). (Sekil 4.4).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): 162.46 (C=0), 148.02 (C=N), 165.96, 164.81,
163.48, 141.66, 131.72, 131.38, 130.92, 130.06, 128.27, 126.88, 124.99, 123.48, 116.12,
115.39 (aromatik karbonlar), 56.33 (OCHa). (Sekil 4.5).

Elemental analiz sonucu; C21H17FN20sS i¢in Hesaplanan (%): C, 58.87; H, 4.00; N,
6.54; S, 7.48. Bulunan (%): C, 58.91; H, 4.03; N, 6.48; S, 7.35.
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Sekil 4.3. Bilesik 2a’nin FT-IR spektrumu
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4.2.2. 3-((2-(4-Florobenzoil)hidrazono)metil)fenil 4-metoksibenzensiilfonat (2b)

Sekil 4.6. Bilesik 2b’nin kimyasal yapisi

4-FBH (2 mmol) ve 3-formilfenil 4-metoksibenzensiilfonatin (Ib) (2 mmol)
reaksiyonu, beyaz bir kati1 halinde %77 verimle bilesik 2b'yi verdi (E.n.: 193-194°C)
(Sekil 4.6).

FT-IR (cm™, vmax): 3289 (N-H), 3067 (C-H), 1660 (C=0), 1594 (C=N), 1368 and 1150
(SO2). (Sekil 4.7).

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 6 11.95 (s, 1H, -CONH), 8.42 (s, 1H, -CH=N),
8.01 — 7.97 (m, 2H, aromatik protonlar), 7.90 (d, J = 8.8 Hz, 2H, aromatik protonlar),
7.74 (d, J =8.2 Hz, 2H, aromatik protonlar), 7.39 (d, J = 8.7 Hz, 2H, aromatik protonlar),
7.18 (d, J =8.9 Hz, 2H, aromatik protonlar), 7.12 (d, J = 8.4 Hz, 2H, aromatik protonlar),
3.88 (s, 3H, OCHs). (Sekil 4.8).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): 162.59 (C=0), 150.46 (C=N), 165.90, 164.58,
163.42, 146.86, 133.84, 131.16, 130.89, 130.80, 130.15, 129.09, 125.72, 123.13, 116.07,
115.46 (aromatik carbonlar), 56.40 (OCHj3). (Sekil 4.9).

Elemental analiz sonucu; C21H17FN20sS i¢in Hesaplanan(%): C, 58.87; H, 4.00; N,
6.54; S, 7.48. Bulunan (%): C, 58.82; H, 4.01; N, 6.59; S, 7.42.
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Sekil 4.9. Bilesik 2b’nin **C NMR spektrumu

4.2.3. 4-((2-(4-Florobenzoil)hidrazono)metil)fenil 4-metoksibenzensiilfonat (2¢)

Sekil 4. Bilesik 2¢’nin kimyasal yapisi

4-FBH (2 mmol) ve 4-formilfenil 4-metoksibenzensiilfonatin (1c) (2 mmol)
reaksiyonu, beyazimsi bir katt halinde %74 verimle bilesik 2c'yi verdi (E.n.:156-157°C)
(Sekil 4.10).

FT-IR (€M, vmax): 3251 (N-H), 3069 (C-H), 1650 (C=0), 1595 (C=N), 1345 and 1147
(SO2). (Sekil 4.11).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): § 11.97 (s, 1H, -CONH), 8.39 (s, 1H, -CH=N),
8.02 — 7.98 (m, 2H, aromatik protonlar), 7.82 (d, J = 8.9 Hz, 2H, aromatik protonlar),
7.67 (d, J = 6.66 Hz, 2H, aromatik protonlar), 7.49 — 7.46 (m, 2H, aromatik protonlar),

20
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7.39 (t, J = 8.5 Hz, 3H, aromatik protonlar), 7.17 (s, 2H, aromatik protonlar), 7.04 (d, J =
7.7 Hz, 1H, aromatik proton), 3.88 (s, 3H, OCHy). (Sekil 4.12).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): 162.65 (C=0), 149.90 (C=N), 164.57, 146.69,
136.83, 131.16, 131.04, 130.93, 126.75, 125.75, 123.95, 120.44, 116.12, 115.49
(aromatik karbonlar), 56.41 (OCHs). (Sekil 4.13).

Elemental analiz sonucu; C21H17FN20sS i¢cin Hesaplanan: C, 58.87; H, 4.00; N, 6.54;
S, 7.48. Bulunan (%): C, 58.82; H, 4.01; N, 6.59; S, 7.42.
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Sekil 4.11. Bilesik 2¢’nin FT-IR spektrumu
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4.2.4. 2-((2-(4-Florobenzoil)hidrazono)metil)-5-metoksifenil 4-

metoksibenzensiilfonat (2d)

Sekil 6. Bilesik 2d’nin kimyasal yapisi

4-FBH (2 mmol) ve 2-formil-5-metoksifenil 4-metoksibenzensiilfonatin (1d) (2
mmol) reaksiyonu, beyaz bir kat1 halinde %72 verimle bilesik 2d'yi verdi (E.n.: 160-
161°C) (Sekil 4.14).

FT-IR (€M™, vmax): 3195 (N-H), 3068 (C-H), 1640 (C=0), 1599 (C=N), 1369 and 1154
(SO2). (Sekil 4.15).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 6 11.97 (s, 1H, -CONH), 8.40 (s, 1H, -CH=N),
8.02 — 7.97 (m, 2H, aromatik protonlar), 7.76 (d, J = 8.9 Hz, 2H, aromatik protonlar),
7.38 (d, J = 8.2 Hz, 3H, aromatik protonlar), 7.29 (d, J = 8.4 Hz, 1H, aromatik proton),
7.21 (s, 1H, aromatik proton), 7.17 (d, J = 8.9 Hz, 2H, aromatik protonlar), 3.88 (s, 3H,
OCHja), 3.59 (s, 3H, OCHz). (Sekil 4.16).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): 162.65 (C=0), 152.09 (C=N), 164.49, 147.20,
139.19, 134.89, 131.16, 130.90, 130.81, 126.49, 124.43, 120.82, 116.10, 115.89, 115.05,
110.76 (aromatik karbonlar), 56.41 (OCHj3), 56.14 (OCHBa). (Sekil 4.17).

Emental analiz sonucu; C22H19FN20sS i¢in Hesaplanan (%): C, 57.64; H, 4.18; N,
6.11; S, 6.99. Bulunan (%): C, 57.71; H, 4.22; N, 6.04; S, 6.87.
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Sekil 4.17. Bilesik 2d’nin **C NMR spektrumu

4.2.5. 4-((2-(4-Florobenzoil)hidrazono)metil)-2-metoksifenil 4-

metoksibenzensiilfonat (2e)

Sekil 4.18. Bilesik 2e’nin kimyasal yapis1

10

4-FBH (2 mmol) ve 4-formil-2-metoksifenil 4-metoksibenzensiilfonat (le) (2

mmol) reaksiyonu, beyaz bir kati halinde %79 verimle bilesik 2e'yi verdi (E.n.: 197-

198°C) (Sekil 4.18).

FT-IR (cm™, vmax): 3358 (N-H), 3099 (C-H), 1683 (C=0), 1595 (C=N), 1368 and 1164

(SO2). (Sekil 4.19).
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IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): & 11.87 (s, 1H, -CONH), 8.35 (s, 1H, -CH=N),
7.99 (dd, J = 8.4, 5.6 Hz, 2H, aromatik protonlar), 7.77 (d, J = 8.9 Hz, 2H, aromatik
protonlar), 7.62 (d, J = 8.6 Hz, 1H, aromatik proton), 7.57 (s, 1H, aromatik proton), 7.39
(t, J = 8.8 Hz, 2H, aromatik protonlar), 7.18 — 7.13 (m, 3H, aromatik protonlar) 3.88 (s,
3H, OCHpg), 3.56 (s, 3H, OCH?3). (Sekil 4.20).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): 162.48 (C=0), 153.19 (C=N), 165.85, 164.50,
163.37, 146.93, 138.30, 131.19, 130.84, 128.41, 127.63, 126.43, 121.80, 116.06, 115.01,
113.93 (aromatik karbonlar), 56.39 (OCHz), 56.31 (OCHz3). (Sekil 4.21).

Elemental analiz sonucu; C22H19FN206S i¢in Hesaplanan(%): C, 57.64; H, 4.18; N,
6.11; S, 6.99. Bulunan (%): C, 57.60; H, 4.17; N, 6.17; S, 7.03.
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4.2.6. 5-(Dietilamino)-2-((2-(4-florobenzoil)hidrazono)metil)fenil 4-

metoksibenzensiilfonat (2f)

Sekil 10. Bilesik 2f’nin kimyasal yapisi

4-FBH (2 mmol) ve 5-(dietilamino)-2-formilfenil 4-metoksibenzensiilfonat (1f)
(2 mmol) reaksiyonu, agik sar1 bir kat1 halinde %68 verimle bilesik 2f'yi verdi (E.n.: 224-
226°C) (Sekil 4.22).

FT-IR (cm™, vmax): 3206 (N-H), 3062 (C-H), 1646 (C=0), 1607 (C=N), 1365 and 1164
(SO2). (Sekil 4.23).

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 6 11.67 (s, 1H, -CONH), 8.36 (s, 1H, -CH=N),
8.01 — 7.97 (m, 2H, aromatik protonlar), 7.83 (d, J = 7.9 Hz, 2H, aromatik protonlar),
7.71 (d, J = 8.6 Hz, 1H, aromatik protonlar), 7.38 (t, J = 8.2 Hz, 2H, aromatik protonlar),
7.16 (d, J = 7.8 Hz, 2H, aromatik protonlar), 6.70 (d, J = 8.3 Hz, 1H, aromatik proton),
6.00 (s, 1H, aromatik proton), 3.80 (s, 3H, OCH3), 3.25 (g, 4H, CH2x2), 1.00 (t, J = 6.3
Hz, 6H, CH3x2). (Sekil 4.24).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): 162.04 (C=0), 150.00 (C=N), 164.68, 149.88,
142.78, 131.38, 130.74, 130.65, 130.50, 127.72, 125.75, 115.97, 115.39, 113.95, 111.26,
104.19 (aromatik karbonlar), 56.38 (OCH3), 44.33 (CH2x2), 12.64 (CH3x2). (Sekil 4.25).

Elemental analiz sonucu; CasH26FN3OsS igin Hesaplanan(%): C, 60.61; H, 5.25; N,
8.41; S, 6.42. . Bulunan (%): C, 60.57; H, 5.27; N, 8.49; S, 6.49.
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4.2.7. 1-((2-(4-Florobenzoil)hidrazono)metil)naftalen-2-il 4-metoksibenzensiilfonat
(29)

Sekil 13. Bilesik 2g’nin kimyasal yapisi

4-FBH (2 mmol) ve 1-formilnaftalen-2-il 4-metoksibenzensiilfonatin (1g) (2
mmol) reaksiyonu, sar1 bir kat1 halinde %71 verimle 2g bilesigini verdi (E.n.: 183-185°C)
(Sekil 4.26).

FT-IR (cm™, vmax): 3254 (N-H), 3069 (C-H), 1661 (C=0), 1592 (C=N), 1340 and 1161
(SO2) (Sekil 4.27).
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IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 6 11.94 (s, 1H, -CONH), 9.24 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
aromatic protons), 8.73 (s, 1H, -CH=N), 8.11 — 8.05 (m, 3H, aromatic protons), 8.03 (d,
J = 8.0 Hz, 1H, aromatik proton), 7.76 (s, 2H, aromatik protonlar), 7.69 — 7.62 (m, 2H,
aromatik protonlar), 7.46 (d, J = 8.8 Hz, 2H, aromatik protonlar), 7.40 (s, 1H, aromatik
proton), 7.05 (d, J = 8.9 Hz, 2H, aromatik protonlar), 3.72 (s, 3H, OCHa). (Sekil 4.28).

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): 162.40 (C=0), 147.69 (C=N), 166.00, 164.80,
163.52, 143.30, 132.56, 131.41, 130.98, 130.49, 129.09, 128.88, 127.26, 124.92, 122.53,
121.72, 116.18, 115.34 (aromatik karbonlar), 56.23 (OCHa). (Sekil 4.29).

Elemental analiz sonucu; CzsH19FN20sS i¢in Hesaplanan(%): C, 62.75; H, 4.00; N,
5.85; S, 6.70. . Bulunan (%): C, 62.79; H, 4.02; N, 5.79; S, 6.78.
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4.3. Biyolojik Aktivite Caliymalarinin Sonuglari

Kanser, glokoma ve Alzheimer giiniimiizde diinyada en sik goriilen hastaliklar
arasindadir. Bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan mevcut ilaglarin hastalar {izerinde
yeterli iyilestirici etki saglayamamasi, yeni inhibitorlerin tasarimi ve sentezi ihtiyacini
dogurmaktadir (Mohamed ve ark., 2017; Ozil ve ark., 2019). Bu ¢alismada, yeni
hidrazon bilesikleri ve referans ilaglar (asetazolamid; AZA) ve takrin), daha 6nce
bildirilen yontemler kullanilarak hCA I, hCA 1I, AChE ve BChE enzimlerine karsi

inhibisyon 6zellikleri agisindan test edildi. Sonuglar Tablo 4.1'de verilmistir.

Tablo 4.1. Enzim inhibisyon sonuglari

ICso(NM)
Bilesikler hCA I hCA 1l AChE BChE
2a 170 £ 3.40 156 £3.12 107.4+£2.15 114.3+2.29
2b 145.5+2.91 138.8 +2.78 89.5+1.79 111.5+2.23
2cC 102.7 £2.05 97.4+1.95 12.1+0.24 83.6+1.67
2d 148.8 +£2.98 141.5+£2.83 919+ 1.84 113.3+2.27
2e 30.4+0.61 23.2+0.46 61.4+1.23 76.4+1.53
2f 121.5+24 112.3+2.25 83.7+1.67 97.2+1.94
29 264.0 £5.28 251.6 +5.03 1143 +2.29 134.0 +2.68
AZA? 424.33 232.48 - -
Tacrine® - - 190.0 12.0

aShirinzadeh ve Dilek, 2020.
bBrus ve ark., 2014.

(i) Sitozolik izoform hCA 1, digerlerine kiyasla gastrointestinal sistemde ve kirmiz1 kan
hiicrelerinde oldukga bol miktarda bulunan bir enzimdir. Bu ¢alismada hCA T testinde,
test edilen yeni molekiiller (2a—g), Tablo 4.1'de goriildiigii gibi bu enzime kars1 30.4 ila
264.0 nM araliginda aktivite gosterdi. Test edilen biitiin molekiiller, hCA I' enzimini
AZA'dan daha fazla inhibe etti. Bunlar arasinda, 4-((2-(4-florobenzoil)hidrazono)metil)-
2-metoksifenil 4-metoksibenzensiilfonat (2e) en aktif inhibitordii ve bu molekiil, hCA 1
enzimini AZA'ya kiyasla, ondort kattan daha fazla inhibe etti. Ayrica bilesik 2e, AZA'ya
kiyasla hCA II' enzimine kars1 en aktif inhibitérdii. Bu enzim, hCA I ile birlikte gaz

degisimi ve iyon taginmasi gibi dnemli metabolik fonksiyonlarda rol oynamaktadir.
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Serideki bu aktif molekiil disinda, 4-((2-(4-florobenzoil) hidrazono)metil)fenil 4-
metoksibenzensiilfonat (2¢), AZA ile karsilastirildiginda hem hCA 1 hem de hCA 1l
enzimine kars1 ikinci en aktif inhibitor olmustur. hCA 1I testinde, test edilen hibrit
molekiiller, h\CA Il enzimine kars1 farkli konsantrasyonlarda (23.2-251.6 nM) inhibisyon
aktivitesine sahipti. Inhibisyon sonuglari, bilesik 2g disindaki hedef bilesiklerin bu enzimi
AZA'ya kiyasla daha diisiik nanomolar seviyelerde inhibe ettigini gosterdi.

(ii) Bu calismada, yeni molekiillerin AChE ve BChE enzimlerine karsi inhibisyon
aktiviteleri Ellman yoOntemine gore belirlendi. Son yillarda, Alzheimer hastaliginin
tedavisinde kullanilan bazi giincel ilaglarin hepatotoksisite ve gastrointestinal rahatsizlik
gibi yan etkileri nedeniyle tedavi siireglerindeki kullanimlari sinirlandirilmistir (Mehta ve
ark., 2022; Arslan ve ark., 2022). Bu nedenle, bu hastaligin tedavisinde kullanilacak yeni
ve spesifik AChE inhibitorlerinin belirlenmesine yonelik calismalar yapilmaktadir. Bu
calismada, Tablo 4.1'de goriildiigii gibi bu yeni tiirevlerin (2a-g) takrine kiyasla AChE
enzimini inhibe etme potansiyelinin daha yiiksek oldugu belirlendi. AChE testinde, test
edilen molekiiller, 12.1 ila 114.3 nM arasinda degisen ICso degerleriyle inhibsiyon
gosterdi. Seride bilesik 2¢ (12.1 nM), takrine (190.0 nM) kiyasla bu enzime kars1 en iyi
inhibitordii. Bu bilesik, AChE enzimini takrine kiyasla onbes kattan daha fazla inhibe etti.
Bilesik 2c disinda, bilesik 2e (61.4 nM), bu enzime kars1 ikinci en aktif inhibitérdii. BChE
testinde, test edilen bu molekiiller, 76.4 ila 134.0 nM arasindaki konsantrasyonlarda
BChE enzimine kars1 aktivite gosterdi. Bu sonuglara gore, test edilen molekiillerin higbiri
referans ilag kadar aktivite gosteremedi. Bu bilesikler arasinda, bilesik 2¢ (83.6 nM) ve
2e (76.4 nM), takrine (12.0 nM) en yakin aktiviteyi gdsterdi. Ote yandan, bilesik 29 nin
hem BChE hem de diger enzimlerine kars1 daha diisiik inhibisyon gosterdigi belirlendi.

Sekil 4.30. hCA | ve AChE Kkars1 en iyi aktivite gosteren bilesigin (2e) yapist

Bu ¢aligmada, aromatik halkalarin para konumunda bir hidroksil grubu tasiyan 4-

hidroksibenzaldehit ve 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehitten baslayarak sentezlenen
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bilesik 2c ve 2e bu enzimlere karsi en iyi aktiviteyi gosterdi. Diger molekiillerle
karsilagtirildiginda, bu molekiillerin geometrilerinin hCA | ve AChE enzimlerinin aktif
bolgeleriyle daha fazla etkilesime girmesi nedeniyle bu enzimleri daha iyi inhibe ettigi
diisiiniilmektedir. Ote yandan, bu iki inhibitdriin ana iskeleti ayn1 olmasina ragmen bu
enzimlere karst etkinliklerinde farkliliklar bulunmaktadir. Bunun 4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehitin yapisindaki elektron verici metoksi grubundan kaynaklandigini
diistiniilmektedir. Bu ¢alismada, test edilen hibrit molekiiller Tablo 4.2°de gorildigi gibi
basta hCA | ve AChE enzimleri olmak iizere biitiin enzimleri nanomolar seviyelerde
inhibe etti. Literatiirde, bu enzimlere kars1 en iyi inhibisyonu elde etmek amaciyla yapilan
caligmalarda farkli fonksiyonel gruplar iceren yeni hibrit molekiillerin kullanildig
goriilmektedir.

Tezin bu kisminda, bu ¢alismanin inhibisyon sonuglari, hCA 1 enzimi igin bazi
stilfonamit tiirevlerinin ve AChE enzimi igin hidrazon kisimlari igeren bazi yeni hibrit
molekiillerin inhibisyon sonuglariyla karsilastirildi. Bu ¢aligmalarda, hCA | ve AChE
enzimlerinin - mikromolar veya nanomolar konsantrasyonlarda inhibe edildigi
belirlenmistir (Tablo 4. 2). Calisma sonuglar1 karsilastirildiginda, sentezlenen bu yeni
molekiillerin bu enzimlere karsi diger ¢aligmalarda test edilen bazi molekiillere gore daha

aktif oldugu belirlendi.

Tablo 4.2. Bazi siilfonamit ve hidrazon tiirevlerinin hCA I ve AChE enzimlerine karsi inhibisyon
profillerinin kargilagtirilmasi.

Test edilen molekiiller Inhibisyon aralig (ICso) Enzim Kaynaklar

Hidrazon 30.4 - 264.0 nM hCA | Bu ¢alisma

Siilfonamit 2.62-136.54 nM hCA | Gokeen ve ark., 2016.
Silfonamit 55.14 - 562.62 nM hCA I Koksal ve ark., 2019.
Siilfonamit 4.90 - 96.0 nM hCA | Mohamed ve ark., 2017.
Siilfonamit 0.35-1.34 uM hCA | Kilicaslan ve ark., 2016.
Stilfonamit 3.43-541 uM hCA Gocer ve ark., 2017.
Hidrazon 12.1-114.3 nM AChE Bu calisma

Hidrazon 11.33-216.47 uM AChE Cosar ve ark., 2022.
Hidrazon 10.39 - 76. 35 uM AChE Demirci ve ark., 2023
Hidrazon 4.32-10.12 yM AChE Parlar ve ark., 2023.
Hidrazon 168.16 — 872.51 uM AChE Esmer ve ark., 2022.
Hidrazon 60.14 — 84.81 uM AChE Basaran, 2023.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuclar

Giiniimilizde bazi1 kronik ve norodejeneratif hastaliklar esteraz enzimleriyle iliskilidir.
Bu hastaliklarin tedavi siirecinde kullanilan ilaglarin arzulanan etkinlige sahip olmamasi ve
kullanimlarina bagli olarak tedavi siirecinde bazi yan etkilerinin ortya ¢ikmasi nedeniyle yeni
ve gii¢lii inhibitor adaylarina ihtiyag¢ oldugu agiktir. Bu amagla, bu ¢alismada bu enzimlerin
yeni inhibitor adaylarin1 kesfetmek i¢in yeni hibrit molekiiller tasarladik ve sentezledik. Bu
calismada, iki basamakta yiiksek verimle hazirlanan yeni hibrit molekiiller spektroskopik olarak
karakterize edildi ve in vitro inhibisyon aktiviteleri agisindan degerlendirildi. Test edilen bu
molekiiller arasinda, bilesik 2c ve 2e’nin bu enzimlere kars1 en aktif inhibitor adaylari olduklari
belirlendi. Bu yeni molekiillerin tamami, hCA I ve AChE enzimlerini referans ilaclara gore
daha fazla inhibe etti. Bilesik 2g harig, test edilen molekiillerin tiimii, hCA Il enzimini AZA'dan
daha diisiik nanomolar konsantrasyonlarda inhibe etti. Buna karsin, yeni sentezlenen bilesikler
BChE enzimini takrine daha zayif inhibisyon gosterdi. Ayrica, bilesik 2g’nin bu enzimlere kars1
serinin en zayif inhibitérii oldugu belirlendi. Sonug olarak, bu sonuglarin yeni karbonik

anhidraz ve kolinesteraz inhibitorlerinin sentezinde faydali olabilecegine inanilmaktadir.

5.2. Oneriler

Bu caligmada, bir aril siilfonat kismina sahip yedi yeni hidrazon tiirevi ilk kez
sentezlendi. Test edilen bu molekiillerin nanomolar seviyelerde bu metabolik enzimleri inhibe
ettigi belirlendi. Bu bilesikler arasinda, bazi bilesiklerin (2c ve 2e) bu enzimlere karsi en aktif
inhibitor adaylar1 olduklar: belirlendi. Bu bilgiler 15181nda, 6zellikle bu iki molekiil referans
alinarak farkli elektron verici ve elektron alict gruplara sahip yeni tiirevleri sentezlenerek bu
esteraz enzimleri ve diger esteraz enzimlerine karsi inhibisiyon c¢alismalarinin yapilmasini
Oneririz. Ayrica, bu bilesiklerin biyolojik 6neminin tam olarak belirlenmesi i¢in, antioksidan,
antikanser ve diger biyolojik aktivite c¢aligmalarinin yapilmast duurmunda iyi sonuuglar

alinacagi timidini tagimaktayiz.

36



37

6. KAYNAKLAR

Alper Tiirkoglu, E., Sentiirk, M., Supuran, C. T., Ekinci, D. (2017). Carbonic anhydrase
inhibitory properties of some uracil derivatives. Journal of Enzyme Inhibition
and Medicinal Chemistry, 32(1), 74-77.

Alterio, V., Di Fiore, A., D’Ambrosio, K., Supuran, C. T., De Simone, G. (2012).
Multiple binding modes of inhibitors to carbonic anhydrases: how to design
specific drugs targeting 15 different isoforms?. Chemical Reviews, 112(8), 4421-
4468.

Arslan, T., Senturk, M., Karagoz, L., Karagoz, Y., Ekinci, D., Efe, A., Uras, F. (2022).
Synthesis, in vitro and in silico Biological Studies of Sulfonamide Chalcones as
Esterase Inhibitors. ChemistrySelect, 7(44), e202202993.

Balaydin, H. T., Sentiirk, M., Menzek, A. (2012). Synthesis and carbonic anhydrase
inhibitory properties of novel cyclohexanonyl bromophenol derivatives.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 22(3), 1352-1357.

Bagaran, E. (2023). Schiff Base Derivatives Based on Ampyrone as Promising
Acetylcholinesterase Inhibitors: Synthesis, Spectral Characterization, Biological
Activity, and SwissSADME Predictions. Russian Journal of Bioorganic
Chemistry, 49(1), 114-126.

Basaran, E. (2023). Synthesis, antioxidant, and anticholinesterase activities of novel N-
arylsulfonyl hydrazones bearing sulfonate ester scaffold. Journal of the Chinese
Chemical Society, 70(7), 1580-1590.

Basaran, E., Cakmak, R., Akkoc, S., Kaya, S. (2022). Combined experimental and
theoretical analyses on design, synthesis, characterization, and in vitro cytotoxic
activity evaluation of some novel imino derivatives containing pyrazolone ring.
Journal of Molecular Structure, 1265, 133427.

Basaran, E., Cakmak, R., Sentilirk, M., Taskin-Tok, T. (2022). Biological activity and
molecular docking studies of some N-phenylsulfonamides against
cholinesterases and carbonic anhydrase isoenzymes. Journal of Molecular
Recognition, 35(10), €2982.

Basaran, E., Hasimi, N., Cakmak, R., Cmar, E. (2022). Synthesis, structural
characterization, and biological evaluation of some hydrazone compounds as
potential antioxidant agents. Russian Journal of Bioorganic Chemistry, 48(1),
143-152.

Boztas, M., Cetinkaya, Y., Topal, M., Gulcin, 1., Menzek, A., Sahin, Tanc, M., Supuran,
C. T. (2015). Synthesis and carbonic anhydrase isoenzymes I, 11, 1X, and XII
inhibitory effects of dimethoxybromophenol derivatives incorporating
cyclopropane moieties. Journal of Medicinal Chemistry, 58(2), 640-650.

Brus, B., Kosak, U., Turk, S., Pislar, A., Coquelle, N., Kos, J., Stojan, J., Colletier, J.-P.,
Gobec, S. (2014). Discovery, biological evaluation, and crystal structure of a



38

novel nanomolar selective butyrylcholinesterase inhibitor. Journal of Medicinal
Chemistry, 57(19), 8167-8179.

Cavdar, H., Senturk, M., Guney, M., Durdagi, S., Kayik, G., Supuran, C. T., Ekinci, D.
(2019). Inhibition of acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase with uracil
derivatives: kinetic and computational studies. Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry, 34(1), 429-437.

Chun, M. R., Mayeux, R. (1994). Alzheimer's disease. Current Opinion in Neurology,
7(4), 299-304.

Classics Ellman, G. L., Courtney, K. D., Andres, V., Featherstone, R. M. (1961). A new
and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem
Pharmacol, 7(2), 88-95.

Cosar, E. D., Dincel, E. D., Demiray, S., Sucularly, E., Tiiccaroglu, E., Ozsoy, N., Ulusoy-
Gilizeldemirci, N. (2022). Anticholinesterase activities of novel indole-based
hydrazide-hydrazone derivatives: Design, synthesis, biological evaluation,
molecular docking study and in silico ADME prediction. Journal of Molecular
Structure, 1247, 131398.

Cakmak, R. (2022). Synthesis and in vitro human carbonic anhydrase | and Il inhibition
properties of some novel hydrazone compounds containing an aryl sulfonate
moiety. Erzincan University Journal of Science and Technology, 15(2), 659-669.

Cakmak, R., Basaran, E., Kaya, S., Erkan, S. (2022). Synthesis, spectral characterization,
chemical reactivity and anticancer behaviors of some novel hydrazone
derivatives: Experimental and theoretical insights. Journal of Molecular
Structure, 1253, 132224.

Cakmak, R., Basaran, E., Sentiirk, M. (2022). Synthesis, characterization, and biological
evaluation of some novel Schiff bases as potential metabolic enzyme inhibitors.
Archiv der Pharmazie, 355(4), 2100430.

Demirci, Y., Kalay, E., Kara, Y., Giiler, H. 1., Can, Z., Sahin, E. (2023). Synthesis of
arylsulfonyl hydrazone derivatives: antioxidant activity, acetylcholinesterase
inhibition properties, and molecular docking study. ChemistrySelect, 8(29),
e202301474.

Demirdag, R., Comakli, V., Sentiirk, M., Ekinci, D., Kiifrevioglu, O. 1., Supuran, C. T.
(2013). Purification and characterization of carbonic anhydrase from sheep
kidney and effects of sulfonamides on enzyme activity. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 21(6), 1522-1525.

Devi, G. (2023). A how-to guide for a precision medicine approach to the diagnosis and
treatment of Alzheimer's disease. Frontiers in Aging Neuroscience, 15, 1213968.

Dezonne, R. S., Pereira, C. M., de Moraes Martins, C. J., de Abreu, V. G., Francischetti,
E. A. (2023). Adiponectin, the adiponectin paradox, and Alzheimer’s Disease:
Is this association biologically plausible?. Metabolic Brain Disease, 38(1), 109-
121.



39

Dizdaroglu, Y., Albay, C., Arslan, T., Ece, A., Turkoglu, E. A., Efe, A., Semtiik, M.,
Supuran, C. T., Ekinci, D. (2020). Design, synthesis and molecular modelling
studies of some pyrazole derivatives as carbonic anhydrase inhibitors. Journal
of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 35(1), 289-297.

Duhan, M., Sindhu, J., Kumar, P., Devi, M., Singh, R., Kumar, Lal, S., Kumar, A.,
Kumar, S., Hussain, K. (2022). Quantitative structure activity relationship
studies of novel hydrazone derivatives as a-amylase inhibitors with index of
ideality of correlation. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, 40(11),
4933-4953.

Durgun, M., Turkmen, H., Ceruso, M., Supuran, C. T. (2015). Synthesis of Schiff base
derivatives of 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonamide with inhibitory activity
against carbonic anhydrase isoforms I, 1I, IX and XII. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 25(11), 2377-2381.

Edvardsson, D., Winblad, B., Sandman, P. O. (2008). Person-centred care of people with
severe Alzheimer's disease: current status and ways forward. The Lancet
Neurology, 7(4), 362-367.

El-Malah, A., Taher, E. S., Angeli, A., Elbaramawi, S. S., Mahmoud, Z., Moustafa, N.,
Supuran, C. T., Ibrahim, T. S. (2023). Schiff bases as linker in the development
of quinoline-sulfonamide hybrids as selective cancer-associated carbonic
anhydrase isoforms IX/XII inhibitors: A new regioisomerism tactic. Bioorganic
Chemistry, 131, 106309.

Esmer, Y. 1., Cmar, E., Basaran, E. (2022). Design, docking, synthesis and biological
evaluation of novel nicotinohydrazone  derivatives as  potential
butyrylcholinesterase enzyme inhibitor. ChemistrySelect, 7(33), e202202771.

Geula, C., Mesulam, M. M. (1989). Cortical cholinergic fibers in aging and Alzheimer's
disease: a morphometric study. Neuroscience, 33(3), 469-481.

Gokcen, T., Gulcin, 1., Ozturk, T., Goren, A. C. (2016). A class of sulfonamides as
carbonic anhydrase | and Il inhibitors. Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry, 31, 180-188.

Gocer, H., Akincioglu, A., Goksu, S., Giil¢in, I. (2017). Carbonic anhydrase inhibitory
properties of phenolic sulfonamides derived from dopamine related compounds.
Arabian Journal of Chemistry, 10(3), 398-402.

Gliney, M., Cavdar, H., Sentiirk, M., Ekinci, D. (2015). Synthesis and carbonic anhydrase
inhibitory properties of novel uracil derivatives. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 25(16), 3261-3263.

Giiney, M., Cavdar, H., Sentiirk, M., EKinci, D. (2015). Synthesis and carbonic anhydrase
inhibitory properties of novel uracil derivatives. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 25(16), 3261-3263.

Heidelberger, C., Chaudhuri, N. K., Danneberg, P., Mooren, D., Griesbach, L.,
Duschinsky, R., Schnitzer, R. J., Scheiner, J. (1957). Fluorinated pyrimidines, a
new class of tumour-inhibitory compounds. Nature, 179(4561), 663-666.



40

Irish, M., Piolino, P. (2016). Impaired capacity for prospection in the dementias—
Theoretical and clinical implications. British Journal of Clinical Psychology,
55(1), 49-68.

Isik, S., Vullo, D., Durdagi, S., Ekinci, D., Sentiirk, M., Cetin, A., Sentiirk, E., Supuran,
C. T. (2015). Interaction of carbonic anhydrase isozymes I, I, and IX with some
pyridine and phenol hydrazinecarbothioamide derivatives. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters, 25(23), 5636-5641.

Isik, S., Vullo, D., Durdagi, S., Ekinci, D., Sentiirk, M., Cetin, A., Sentiirk, E., Supuran,
C. T. (2015). Interaction of carbonic anhydrase isozymes I, Il, and IX with some
pyridine and phenol hydrazinecarbothioamide derivatives. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters, 25(23), 5636-5641.

Jaberi, S., Fahnestock, M. (2023). Mechanisms of the Beneficial Effects of Exercise on
Brain-Derived Neurotrophic Factor Expression in Alzheimer’s Disease.
Biomolecules, 13(11), 1577.

Kamali, A., Cakmak, R., Boga, M. (2022). Anticholinesterase and antioxidant activities
of novel heterocyclic Schiff base derivatives containing an aryl sulfonate moiety.
Journal of the Chinese Chemical Society, 69(4), 731-743.

Katzman, R., Saitoh, T. (1991). Advances in Alzheimer's disease. The FASEB Journal,
5(3), 278-286.

Khera, R. A., Hussain, M., Ahmad, R., Saeed, A., Villinger, A., Fischer, C., Langer, P.
(2010). Synthesis of fluorinated 2, 3-dihydropyran-4-ones by cyclocondensation
of 1, 3-dicarbonyl dianions with aldehydes. Journal of Fluorine Chemistry,
131(9), 892-897.

Kilicaslan, S., Arslan, M., Ruya, Z., Bilen, C., Ergiin, A., Genger, N., Arslan, O. (2016).
Synthesis and evaluation of sulfonamide-bearing thiazole as carbonic anhydrase
isoforms hCA | and hCA II. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, 31(6), 1300-1305.

Koksal, Z., Alim, Z., Bayrak, S., Giilgin, 1., Ozdemir, H. (2019). Investigation of the
effects of some sulfonamides on acetylcholinesterase and carbonic anhydrase
enzymes. Journal of Biochemical and Molecular Toxicology, 33(5), €22300.

Li, Q., Yang, X., Xu, J., Guo, Y., He, X., Hu, Lyu, T., Marra, D., Miller, A., Smith, G,
DeKosky, S., Boyce, R. D., Schliep, K., Shenkman, E., Maraganore, D., Wu,
Y., Bian, J. (2023). Early prediction of Alzheimer's disease and related
dementias using real-world electronic health records. Alzheimer's & Dementia.
2023, 19, 3506-3518.

Lineweaver, H., Burk, D. (1934). The determination of enzyme dissociation constants.
Journal of the American Chemical Society, 56(3), 658-666.

Mathew, S., Abraham, T. E., Zakaria, Z. A. (2015). Reactivity of phenolic compounds
towards free radicals under in vitro conditions. Journal of Food Science and
Technology, 52, 5790-5798.



41

Mehta, M., Adem, A., Sabbagh, M. (2012). New acetylcholinesterase inhibitors for
Alzheimer's disease. International Journal of Alzheimer’s Disease, 2012.

Metwally, K., Khalil, A., Sallam, A., Pratsinis, H., Kletsas, D., El Sayed, K. (2013).
Structure—activity relationship investigation of methoxy substitution on
anticancer pyrimido [4, 5-c] quinolin-1 (2 H)-ones. Medicinal Chemistry
Research, 22, 4481-4491.

Mohamed, M. A., Abdel-Aziz, A. A.-M., Sakr, H. M., EI-Azab, A. S., Bua, S., Supuran,
C. T. (2017). Synthesis and human/bacterial carbonic anhydrase inhibition with
a series of sulfonamides incorporating phthalimido moieties. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, 25(8), 2524-2529.

Murali Doraiswamy, P. (2002). Non-cholinergic strategies for treating and preventing
Alzheimer’s disease. CNS drugs, 16, 811-824.

Musial, A., Bajda, M., Malawska, B. (2007). Recent developments in cholinesterases
inhibitors for Alzheimer's disease treatment. Current Medicinal Chemistry,
14(25), 2654-2679.

Orta-Salazar, E., Cuellar-Lemus, C. A., Diaz-Cintra, S., Feria-Velasco, A. I. (2014).
Cholinergic markers in the cortex and hippocampus of some animal species and
their correlation to Alzheimer's disease. Neurologia (English Edition), 29(8),
497-503.

Ozil, M., Balaydin, H. T., Sentiirk, M. (2019). Synthesis of 5-methyl-2, 4-dihydro-3H-1,
2, 4-triazole-3-one’s aryl Schiff base derivatives and investigation of carbonic
anhydrase and cholinesterase (AChE, BUChE) inhibitory properties. Bioorganic
Chemistry, 86, 705-713.

Ozil, M., Balaydin, H. T., Sentiirk, M. (2019). Synthesis of 5-methyl-2, 4-dihydro-3H-1,
2, 4-triazole-3-one’s aryl Schiff base derivatives and investigation of carbonic
anhydrase and cholinesterase (AChE, BUChE) inhibitory properties. Bioorganic
Chemistry, 86, 705-713.

Parlar, S., Sayar, G., Tarikogullari, A. H., Karadagli, S. S., Alan, E., Sevin, G., Erciyas,
E., Holzgrabe, U., Alptuzun, V. (2023). N-Substituted piperidine-3-
carbohydrazide-hydrazones against Alzheimer's disease: Synthesis and

evaluation of cholinesterase, beta-amyloid inhibitory activity, and antioxidant
capacity. Archiv der Pharmazie, 356(3), 22005109.

Penke, B., Sziics, M., Bogar, F. (2023). New Pathways Identify Novel Drug Targets for
the Prevention and Treatment of Alzheimer’s Disease. International Journal of
Molecular Sciences, 24(6), 5383.

Perfetto, R., Del Prete, S., Vullo, D., Sansone, G., Barone, C., Rossi, M., Supuran, C. T.,
Capasso, C. (2017). Biochemical characterization of the native a-carbonic
anhydrase purified from the mantle of the Mediterranean mussel, Mytilus
galloprovincialis. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 32(1),
632-639.



42

Pietrus, W., Kurczab, R., Warszycki, D., Bojarski, A. J., Bajorath, J. (2023). Isomeric
Activity Cliffs—A Case Study for Fluorine Substitution of Aminergic G Protein-
Coupled Receptor Ligands. Molecules, 28(2), 490.

Popiofek, L., Biernasiuk, A., Berecka, A., Gumieniczek, A., Malm, A., Wujec, M. (2018).
New hydrazide—hydrazones of isonicotinic acid: Synthesis, lipophilicity and in
vitro antimicrobial screening. Chemical Biology & Drug Design, 91(4), 915-
923.

Purser, S., Moore, P. R., Swallow, S., Gouverneur, V. (2008). Fluorine in medicinal
chemistry. Chemical Society Reviews, 37(2), 320-330.

Scheibelberger, L., Stankovic, T., Liepert, K., Kienzle, A., Patronas, E. M., Balber, T.,
Mitterhauser, M., Haschemi, A., Pallitsch, K. (2023). Fluorinated Analogues to
the Pentuloses of the Pentose Phosphate Pathway. European Journal of Organic
Chemistry, 26(31), e202300339.

Shirinzadeh, H., Dilek, E. (2020). Synthesis, characterization and biological activity
evaluation of novel naphthalenylmethylen hydrazine derivatives as carbonic
anhydrase inhibitors. Journal of Molecular Structure, 1220, 128657.

Sundaram, V., Rumbolo, P., Grubb, J. Strisciuglio, P., PSly, W. S. (1986). Carbonic
anhydrase Il deficiency: diagnosis and carrier detection using differential
enzyme inhibition and inactivation. American Journal of Human Genetics,
38(2), 125.

Todeschini, A. R., de Miranda, A. L. P., da Silva, K. C. M., Parrini, S. C., Barreiro, E. J.
(1998). Synthesis and evaluation of analgesic, antiinflammatory and antiplatelet
properties of new 2-pyridylarylhydrazone derivatives. European Journal of
Medicinal Chemistry, 33(3), 189-199.

Trejo-Lopez, J. A., Yachnis, A. T., Prokop, S. (2022). Neuropathology of Alzheimer's
Disease. Neurotherapeutics, 19, 173-185.

Tzioras, M., McGeachan, R.l., Durrant, C.S., Spires-Jones, T. L. (2023). Synaptic
degeneration in Alzheimer disease. Nature Reviews Neurology, 19(1), 19-8.

Valls-Comamala, V., Guivernau, B., Bonet, J., Puig, M., Peralvarez-Marin, A., Palomer,
E., Fernandez-Busquets, X., Altafaj, X., Tajes, M., Puig-Pijoan, A., Vicente, R.,
Oliva, B., Mufioz, F. J. (2017). The antigen-binding fragment of human gamma
immunoglobulin prevents amyloid B-peptide folding into [-sheet to form
oligomers. Oncotarget, 8(25), 41154.

Verpoorte, J. A., Mehta, S., Edsall, J. T. (1967). Esterase activities of human carbonic
anhydrases B and C. Journal of Biological Chemistry, 242(18), 4221-4229.

Villarroya, M., Garcia, A. G., Marco, J. L. (2004). New classes of AChE inhibitors with
additional pharmacological effects of interest for the treatment of Alzheimer's
disease. Current Pharmaceutical Design, 10(25), 3177-3184.

Yan, L., Muller, C. E.(2004). Preparation, properties, reactions, and adenosine receptor
affinities of sulfophenylxanthine nitrophenyl esters: toward the development of



43

sulfonic acid prodrugs with peroral bioavailability. Journal of Medicinal
Chemistry, 47, 1031-1041.

Yaseen, R., Ekinci, D., Senturk, M., Hameed, A. D., Ovais, S., Rathore, P., Samim, M.,
Javed, K., Supuran, C. T. (2016). Pyridazinone substituted benzenesulfonamides
as potent carbonic anhydrase inhibitors. Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, 26(4), 1337-1341.

Yaseen, R., Ekinci, D., Senturk, M., Hameed, A. D., Ovais, S., Rathore, P., Samim, M.,
Javed, K., Supuran, C. T. (2016). Pyridazinone substituted benzenesulfonamides
as potent carbonic anhydrase inhibitors. Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, 26(4), 1337-1341.

Zhang, B., Zhao, Y. F., Zhai, X., Fan, W. J., Ren, J. L., Wu, C. F., Gong, P. (2012).
Design, synthesis and antiproliferative activities of diaryl urea derivatives
bearing N-acylhydrazone moiety. Chinese Chemical Letters, 23(8), 915-918.

Zilbeyaz, K., Stellenboom, N., Guney, M., Oztekin, A., Senturk, M. (2018). Effects of
aryl  methanesulfonate  derivatives on  acetylcholinesterase  and
butyrylcholinesterase. Journal of Biochemical and Molecular Toxicology,
32(11), e22210.

Zuse, A., Schmidt, P., Baasner, S., Bohm, K. J., Miiller, K., Gerlach, M., . Guinther, E.
G., Unger, E., Prinz, H. (2007). Sulfonate derivatives of naphtho [2, 3-b]
thiophen-4 (9 H)-one and 9 (10 H)-anthracenone as highly active
antimicrotubule agents. Synthesis, antiproliferative activity, and inhibition of
tubulin polymerization. Journal of Medicinal Chemistry, 50(24), 6059-6066.



